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(57) Abstract 

New superparamagnetic particles useful in medicine for destroying tumors, increasing immunity and diagnosing conditions are 
disclosed. For mat purpose, very small superparamagnetic single-domain particles are aggregated and protected against further aggregation 
by chemical bonding of reactive stabilizer substances on the surface of the superparamagnetic particles. These new particles thus consist of 
stable, decomposable aggregates with a particle size in a range between 10 and 1000 nanometres and a defined behaviour in a magnetic field. 
The aggregates consist of several small superparamagnetic single-domain particles of iron oxide, iron mixed oxide or iron, with a particle 
size in a range between 3 and 20 nanometres, bearing on their surface chemically bound organic substances from the group comprising the 
phosphate, diphosphate, polyphosphate, thiophosphate, phosphonate or group containing polyalkylene glycols, phosphate group containing 
nucleotides, their oligomers or polymers, as well as phosphate group containing carbohydrates, which may present further binding sites. 
Both the new disclosed superparamagnetic aggregates and reactive stabilizer substances may be active substances. 

(57) Zusammenfassnng 

Die Erfindung betrifft neue superparamagnetische Teilchen, die in der Medizin zur Tumorschadigung, Immunsteigerung und 
Diagnostic eingesetzt werden kdnnen. Erfindungsgemafi erreicht man dies, indem sehr kleine superparamagnetische Ewdomanenteilchen 
zur Aggregation gebracht werden und durch eine chemische Bindung von rcaktiven Stabilisatorsubstanzen auf der Oberfl&che der 
superparamagneti schen Teilchen vor einer weiteren Aggregation gcschiitzt werden. Die neuen Teilchen bestehen daher aus stabilen, 
abbaubaren Aggregaten mit einer Teilchengrofie im Bereich zwischen 10 und 1000 Nanometer mit definiertem Verhalten im Magnetfeld, 
wobei die Aggregate aus mehreren kleinen superparamagneti schen Eindomanenteilchen aus Eisenoxid, Eisenmischoxid oder Eisen mit einer 
Teilchengrofie im Bereich zwischen 3 und 20 Nanometer bestehen, die auf ihrer Oberflache organische Substanzen der Gruppe der phosphat- 
, diphosphat-, polyphosphate, miophosphat-, phosphonat- oder thiophosphonatgruppenhaltige Polyalkylcnglykole, phosphatgruppenhaltige 
Nucleotide, deren Oligomere oder deren Polymere sowie phosphatgruppenhaltige Kohlehydrate chemisch gebunden tragen, die weitere 
Bindungsstellen haben kdnnen. Es kdnnen sowohl die neuen superparamagnetischen Aggregate als auch die rcaktiven Stabilisatorsubstanzen 
im erfindungsgem&fien Sinne wirksame Substanzen sein. 
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Superparamagnetische Teilchen, Verfahren zu ihrer Herstellung und 
Verwendung derselben 

5 

Die Erfindung betrifft superparamagnetische Teilchen, die 
auf ihrer Oberflache Substanzen chemisch gebunden haben, die 
gegebenenfalls weitere Bindungsstellen zur Kopplung vori gewe- 
bespezif ischen Bindungssubstanzen , diagnostischen oder pharmako- 

10 logisch wirksamen Substanzen besitzen sowie neue damit in Zu- 
sammenhang stehende Verbindungen und die Verwendung dieser Teil- 
chen und Verbindungen in der Medizin zur Tumorschadigung, Immun- 
steigerung und Diagnostik. 

Magnetische Teilchen sind in einer Vielzahl von Verof fentli- 

15 chungen und Patenten beschrieben worden, vor alien Dingen fur die 
magnetische Separationstechnik und ftir den Einsatz als Kontrast- 
mittel in der NMR-Diagnostik . 

In den 1960 'er Jahren versuchte man f erromagnetischen Teil- 
chen als Kontrastmittel ftir die Rontgendiagnostik und fur ein 

20 magnetisch kontrolliertes drug targeting einzusetzen. So z.B. 
MEYERS, P. H. et al. J. Am. J. Roentgenol. Radium Ther. Nucl. Med., 
90,1068,1963; Frei,F.H. et al. J. Appl. Phys. ,39,999,1968; Naka- 
mura et al, J. Appl. Phys. ,42,1320,1971; Hier erwies sich die 
irreversible Aggregation der Magnetteilchen unter der Wirkung 

25 eines Magnetfeldes als Problem bei der in vivo Anwendung. fihn- 
liches gilt filr die DE-A-3590398, US-A-4,675,173, US-A-4,615,879, 
WO 84/02643, GB-A-8408127 und WO 84/04330. Hier werden ferroma- 
gnetische Teilchen mit WeiB'schen Bezirken in der GrS13enordnung 
von einigen Hundert bis einigen Tausend Angstromeinheiten vor- 

30 geschlagen, die mit einer Polymerbeschichtung versehen wurden, urn 
Substanzen mit Bindeaf f initat fiir Gewebe koppeln zu konnen. 

Ferromagnetische Teilchen in der vorgeschlagenen Grofie haben 
so grofie magnetische Momente, dafl die Teilchen sich zu groBeren 
Aggregaten zusammenlagern, auch wenn sie mit einer Polymerbe- 

35 schichtung versehen werden. Schon wahrend der Beschichtung liegen 
die Teilchen aggregiert vor. Solche f erromagnetischen Teilchen 
wurden bei parenteraler Anwendung im Korper sedimentieren, die 
toxischen Nebenwirkungen grofl sein. 

fihnliche Nachteile treffen auch ftir die in der DE-A-3443251 

40 und DE-A-3443252 verwendeten Dispersionen von f erromagnetischen 
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Teilchen zu, wo die magnet ischen Wechselwirkungen zwischen den 
Teilchen zu Aggregation und Sedimentation fiihren. Die irrever- 
sible Sedimentation der Magnetteilchen erfolgt besonders bei der 
Einwirkung von Magnetfeldern sehr schnell. Treten Inhomogenitaten 
5 des Magnetfeldes auf , konzentrieren sich die Magnetteilchen immer 
an den Stellen hoher Feldstarken. Diese Nachteile treten beson- 
ders bei NMR-Diagnoseverfahren und beim magnetischen drug targe- 
ting auf, wobei es zur Ausbildung sehr grofier irreversibler 
Teilchenaggregate kommen kann, die eine grofie Emboliegefahr 

10 bedeuten. 

Noch groflere f erromagnetische Teilchen sind in US-A- 
3,933,997, US-A-3 , 652 , 761 , Nature 270,259,1977, J. Allergy Clin. 
Immunol. 61,23,1978 , US-A-4, 177, 253, Clin. Chem. ,26,730,1980, 
Clin. Chem., 26,1281,1980, US-A-3, 970, 518, US-A-4 , 230 , 685 , US-A- 

15 4,267,234, US-A-4 , 152 , 210 , US-A-4 , 343 , 901 beschrieben. Diese 

Magnetteilchen mit Durchmesser zwischen 10 und 160 tim lassen 
sich schon mit schwachen Magnetfeldern abscheiden, haben aber den 
Nachteil, dafl sie sehr schnell sedimentieren, eine kleine spezi- 
fische Oberflache ftir die Bindung von pharmakologisch aktiven 

20 Substanzen besitzen, im Magnetf eld irreversibel agglomerieren und 
ftir drug targeting wegen der Emboliegefahr zu grofi sind. 

Die irreversible Agglomeration der Magnetteilchen im Magnet- 
feld lSflt sich verhindern, in dem superparamagnetische Teilchen 
angewendet werden. Superparamagnetische Teilchen besitzen keine 

25 Remanenz, d.h. sie lassen sich in einem magnetischen Gradienten- 
feld reversibel bewegen und konzentrieren. Solche superparama- 
gnetischen Teilchen sind z.B. Eisenoxide mit einem Teilchen- 
durchmesser kleiner 0,02/im. 

Damit diese superparamagnetischen Teilchen in waflrigen 

30 Dispersionen nicht sedimentieren, werden Stabilisatorsubstanzen 
zugegeben, die sich adsorptiv auf den Teilchenoberf lachen anla- 
gern. Solche Teilchen sind in US-A-3, 215, 572 , US-A-3, 531, 413, US- 
A-3,917,538, WO 85/02772, US-A-4 , 101 , 435 und US-A-4 , 452 , 773 , SE — 
A-8307060-7 beschrieben. 

35 Die adsorptionsstabilisierten Magnetteilchen sind unter 

physiologischen Bedingungen nicht stabil, da durch Ablosung der 
Stabilisatorsubstanzen die Magnetteilchen leicht aggregieren. 
Werden an adsorptionsstabilisierte Magnetteilchen Substanzen mit 
Bindeaf finitat fur bestimmte Gewebe oder pharmakologischer Wir- 


WO 94/21240 


PCT/DE94/00314 


kung gekoppelt, so besteht die Gefahr, dafi die Stabilisatorsub- 
stanzen und somit die Substanzen mit Bindeaf f initat und pharma- 
kologischer Wirkung von den Magnetteilchen abgelost werden und 
die Magnetteilchen den Bindungsort nicht erreichen oder bei 
5 magnetischem drug targeting die pharmakologisch wirksame Substanz 
am Wirkungsort nicht angereichert wird. 

In der EP-A-0284549 enthalten die Stabilisatorsubstanzen 
Phosphat- oder Phosphonatgruppen , iiber die sie mit der Oberflache 
der superparamagnetischen Teilchen chemisch verbunden sind. 

10 Enthalten die Stabilisatorsubstanzen noch chemisch reaktive 
Gruppen, kOnnen pharmakologisch wirksame Substanzen gekoppelt 
werden. Diese chemisch stabilisierten superparamagnetischen 
Teilchen sedimentieren nicht in waflrigen Dispersionen, sie haben 
nur einen Durchmesser von 0,003 bis 0,01jtm. Bei parenteraler 

15 Anwendung erfolgt keine Abl5sung der Stabilisatorsubstanzen, d.h. 
es erfolgt keine Aggregation und Sedimentation im Blut und damit 
eine gute Verteilung im Organismus. 

Fur ein magnetisches drug targeting sind diese Magnetteil- 
chen zu klein, da sehr grofie Magnetfeldgradienten eingesetzt 

20 werden mttfiten, urn eine Anreicherung der Magnetteilchen in be- 
stimmte Kfirperregionen zu erreichen. 

GroBere superparamagnetische Teilchen lassen sich durch 
Einbetten von kleinen, 0,01/un groflen superparamagnetischen Teil- 
chen in porQse Polymerteilchen (SE-A-7706431 , Polyglutaraldehyd — 

25 Polymere (US-A-4,267,234) , Silan-Polymere (US-A-4 ,554 , 088) , 
Albumin-Kondensations-Polymere (US-A-4, 675, 173) oder Cellulosee- 
ster (Ito,R. ,et al . , Int. J. Pharm., 61,109,1990), herstellen. Die 
Teilchendurchmesser liegen im Bereich von 0,05 bis lOOjim. Bis auf 
die Albumin-Kondensations-Polymere und die Celluloseester sind 

30 alle verwendeten Polymerisationschemikalien physiologisch be- 
denklich und die Auf ISsegeschwindigkeit der Magnetteilchen im 
Korper sehr klein. Alle genannten grofieren superparamagnetischen 
Teilchen sedimentieren im Schwerefeld der Erde, sie miissen des- 
halb vor der Benutzung wieder dispergiert werden. 
* 35 Die Eisenoxidgehalte der Polymerteilchen liegen im Bereich 

von 10 bis maximal 50 Gew.% f der Volumenanteil bei maximal 10 
Vol . % . 

Je kleiner die Magnetteilchen sind, desto hohere Magnetfeldgra- 
dienten benotigt man beim magnetischen drug targeting, urn die 
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Magnetteilchen in bestimmte Korperregionen zu konzentrieren - Je 
grofier die Magnetteilchen sind, desto schneller werden sie vom 
retikuloendothelialem System gebunden, d.h. die Bioverfiigbarkeit 
verklirzt sich und um so kleiner ist der Anteil an gebundener 
pharmakologische wirksamer Substanz. Optimale Magnetteilchen fur 
ein magnetisches drug targeting sollten demzufolge moglichst 
klein sein, eine moglichst grofie Beladung mit pharmakologisch 
wirksamen Substanzen, einen mSglichst hohen Anteil an Magnetma- 
terial, eine mbglichst grofie magnetische PermeabilitSt des Ma- 
gnetmaterials, eine moglichst grofle Auf losungsgeschwindigkeit im 
Korper, und eine ausreichende Biovertraglichkeit im Korper besit- 
zen. 

Der in Anspruch 1 angegeben Erfindung liegt die Aufgabe 
zugrunde, neue Verbindungen und superparamagnetische Teilchen 
herzustellen, um die eingangs genannten Nachteile zu vermeiden 
und neue Anwendungsgebiete insbesondere bei der Tumorbekampfung 
und der Immunsteigerung zu erschlieflen. 

Erfindungsgemafi wird das dadurch erreicht, daJ3 sehr kleine 
superparamagnetische Eindomanenteilchen zur Aggregation gebracht 
werden und durch eine chemische Bindung von reaktiven Stabilisa- 
torsubstanzen auf der Oberflache der superparamagnetischen Teil- 
chen vor einer weiteren Aggregation geschQtzt werden. Dabei 
konnen sowohl die neuen superparamagnetischen Aggregate als auch 
die reaktiven Stabilisatorsubstanzen im erf indungsgemSBen Sinne 
wirksame Substanzen sein. 

Es ist vorteilhaft die superparamagnetischen Eindomanenteil- 
chen so klein als moglich herzustellen, um die biologische Ab- 
baubarkeit hoch und die Toxizitat mSglichst gering zu halten. 
Die superparamagnetischen Eindom&nenteilchen liegen dabei im 
Durchmesserbereich von 0.001 bis 0,02^, vorzugsweise im Bereich 
von 0,003 bis 0,01/im. 

Als physiologisch vertragliche Materialien fiir den in vivo 
Einsatz kommen z.B. Y" Fe 2°3/ Fe 3% und Fe zur Anwendung. Fiir in 
vitro Anwendungen sind auch toxischere Magnetmaterialien ein- 
setzbar, wie Eisenmischoxide der allgemeinen Formel MOFe^S, 
worin M die zweiwertigen Metallionen Fe, Mg, Be, Mn, Zn, Co, Ba, 
Sr, Cu oder Gemische davon bedeuten oder wie Eisenmischoxide der 
allgemeinen Formel mFe 2 o 3 • nMe 2 0 3/ worin Me die dreiwertigen 
Metallionen hi, Cr, seltene Erdmetalle oder Gemische davon 
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bedeuten. 

Erf indungsgemafl werden die superparamagnetischen Eindomanen- 
teilchen durch eine thermische Behandlung in v;aflriger Dispersion 
unter finderung des pH-Wertes, der Temperatur und gegebenenfalls 
5 des Druckes, zur Aggregation gebracht. tJberraschend wurde gefun- 
den, dafl sich die superparamagnetischen Eindomanenteilchen bei 
pH-iinderung der FSllungsdispersion von 8,0 bis 10,0 auf pH 3,0 
bis 7,0 und bei einer ErwMrmung auf Temperaturen zwischen 50 und 
120*c zu grofleren superparamagnetische Teilchen zusammen lager n. 

10 Oberraschend findet kein Kristallwachstura statt, was zu ferroma- 
gnetischen Teilchen flihren wttrde, sondern nur eine Aggregation 
der Eindomanenteilchen zu grofleren Teilchenverbanden, so dafl der 
superparamagnetische Charakter der Aggregate erhalten bleibt. 
Dabei ist die StabilitSt - der Aggregate so grofl, dafl durch die 

15 anschlieflende Zugabe der Stabilisatorsubstanzen sich nur ein 
geringer Anteil an stabilisierten superparamagnetischen Eindoma- 
nenteilchen bildet. Je nach pH-Wert, Temperatur, Temperaturgra- 
dient, Aggregationszeit, Elektrolytart und Elektrolytkonzentra- 
tion der waflrigen Dispersion lassen sich unterschiedliche Teil- 

20 chendurchmesser in engen Durchmesserbereichen herstellen. Je 
niedriger der pH-Wert der Dispersion eingestellt wird, desto 
grofler werden die Aggregate. In die gleiche Richtung wirken eine 
Tempera turerh5hung und eine VerlSngerung der Aggregationszeit. 
Bei zu langen Aggregationszeiten bilden sich vermehrt groflere 

25 ferromagnetische Teilchen, die ftir die erf indungsgemafle Anwendung 
nicht geeignet sind. Auch die Elektrolytart und die Elektrolyt- 
konzentration wirken tlber die Dicke der elektrochemischen Doppel- 
schicht der superparamagnetischen Eindomanenteilchen auf die 
Teilchenaggregation ein. 

30 Die herstellbaren Teilchendurchmesser liegen im Bereich von 

0,01 bis 10 /im, vorzugsweise jedoch im Bereich von 0,02 bis l/zm, 
insbesondere im Bereich von 0,02 bis 0,5 /xm. Die kleinen Teilchen 
sind wegen ihrer groflen Oberflache und der damit verbundenen 
gr6fleren Wirkstof fbindung bevorzugt. 
' 35 ErfindungsgemSfl erfolgt die Stabilisierung der Magnetteil- 

chen durch eine chemische Bindung von phosphathaltigen Resten, 
ausgewahlt unter Monophosphat , Diphosphat, Polyphosphat , Phospho- 
nat, Thiophosphat, Thiophosphonat , Oder ein carboxylat-, sulfat-, 
sulfonate, mercapto-, silantriol-oder trialkoxysilanhaltiger Rest 
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als stabilisatorsubstanz auf der Oberflache der superparamagneti- 
schen Teilchen. Die Stabilisatorsubstanz muJ3 so beschaffen sein, 
dafi sie mit Wasser mischbar ist und den Magnetteilchenabstand so 
grofi halt, dafl die kinetische Energie der Magnetteilchen grofler 
5 als die magnetische Wechselwirkungsenergie ist. Die Stabilisator- 
substanzen konnen ausgewahlt werden unter den folgenden Substan- 
zen : 

(i) den Verbindungen der allgemeinen Formel 
X - R - A - B 

10 worin X eine funktionelle Gruppe darstellt, ausgewahlt aus der 
Alkoxy-, Alkylamino- und Alkylthiogruppe, bei denen die Zahl der 
Kohlenstof fatome im Alkylteil dieser Gruppen im Bereich von l und 
4 liegt, Oder eine funktionelle Gruppe darstellt, ausgewahlt 
unter der Hydroxyl-, Amin-, Aldehyd-, Dimethylacetal-, Diethy- 
ls lacetal Epoxy-, Thiol-, Carboxy-, 4,6-Dichlortriazin-, Hydro- 
xamsaure-, Isocyanat-, Acylazid-, Anhydrid-, Diazoniumsalz-, 
Iminocarbonat- und Toluolsulf onatgruppe; 
R fehlt oder 

R ist ein Polyalkylenglykol, ein mit Wasser mischbarer Polypro- 

20 pylenglykolrest oder ein mit Wasser mischbarer Block-Copolyme- 
risatrest aus Polyethylenglykol (PEG) und Polypropylenglykol 
(PPG), ausgewahlt unter den Block-Copolymerisaten 

(PEG) a -(PEG) b , (PEG) a -(PPG) b -(PEG) a , (PPG) b -(PEG) fi -(PPG) b 
wobei a eine positive ganze Zahl im Bereich von 1 bis 100 und b 

25 eine positive ganze Zahl im Bereich von 1 bis 20 darstellt; 

n ist eine positive ganze Zahl, ausgewShlt fiir PEG im Bereich von 
4 bis 300, fur PPG im Bereich von 3 bis 12 und ftir PEG- 
PPG-Block-copolymerisat im Bereich von 3 bis 140; oder 
R ist ein Kohlehydratrest, ausgewahlt aus den Monosacchariden 

30 Glucose, Fructose, Ribose, Desoxyribose, Inosit, aus den Oligo- 
sacchariden Saccharose, Raffinose, Gentianose, Malecitose, Sta- 
chyose, Verbascose, aus den Polysacchariden Starke, Lichenine, 
Glykogen, Dextrine, Dextrane, Inuline, Fruktosane, Lavane, Man- 
nane, Galaktane, Xylane, Arabane, Pektine, Makropolysaccharide, 

35 Glycoproteide, aus Polyuridenylsaure, PolyglucuronsSure, Poly- 
galacturonsaure, Polymannuronsdure und/oder Alginsaure bestehen; 
A fehlt oder 

A ist eine Alkyl-, Alkoxy-, Acyl-, Acylamin-, Alkylamingruppe, 
bei denen die Zahl der Kohlenstof fatome der Alkoxy-, Acyl-, 
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Acylamin-, Alkylgruppe im Bereich von 1 bis 4 liegt; 
B ist ein phosphorhal tiger Rest, ausgewahlt unter Monophosphat , 
Diphosphat, Polyphosphat , Phosphonat, Thiophosphat, Thio- 
phosphonat, oder ein carboxylat-, sulfat-, sulfonat-, mercapto-, 
5 silantriol-oder trialkoxysilanhaltiger Rest; 

(ii) den phosphatgruppenhaltigen Nucleotiden Mono-, Di-, Tri — 
phosphorsSureester oder Mono-, Di-, Tri-phosphorsaureester- 
chloriden von Adenosin, Guanosin, Cytidin, Uridin, Thymidin, 
Desoxyadenosin , Desoxyguanosin , Desoxycytidin , Desoxy thymidin , 

10 Inosin, Pyrimidin, Cytosin, Uracil, Thymin, Purin, Adenin, Gua- 
nin , Methylcytosin , 5 -Hydroxymethyl -cytosin , 2-Methyladenin , 
l-Methylguanin, Thiamin, Flavin, Riboflavin sowie Pyridoxal- 
phosphat , Pyridoxaminphosphat , Ribonucleinsaure , Ribonuclein- 
sSuresequenzen , Desoxy ribonucleinsaur en , Desoxyribonucleinsau- 

15 resequenzen; 

(iii) den silicatgruppenhaltigen Verbindungen der Orthokiesel- 
sSure und der en Kondensationsprodukte; und /oder 

(iv) X - R - A - B ist Mercaptopurin , -cytosin, -guanin, -uracil, 
-thymin, -hypoxanthin , sowie deren Mercapto-nucleoside und deren 

20 Mercapto-desoxynucleoside; 

(v) X-R-A-B ist ein Polyaminokohlehydrat. 

Beispielhafte Stabilisatorsubstanzen sind 

( vi ) Mono- und Di- [ u-Ethylamino-polyethy lenglykol ] -diphosphat 
[Molekulargewicht (MG) des PEG ca . 1500], Mono- und 

25 Di-[w-Ethoxy-polyethylenglykol] -thiophosphat (MG des PEG ca.1000) 
oder Mono- und Di- [ w-Methoxy-polyethylenglykol-polypropylen- 
glykol]-phosphat, hergestellt aus Polyglykol M41/40 (Handels- 
bezeichnung der Fa. Hoechst, Deutschland) , 

Mono- und Di-[u-Hydroxy-polyethylenglykol ]-phosphat (MG PEG 
30 ca.1500), Mono- und Di-[<i>-Oxoethoxy-polyethylenglykol] -phosphonat 
oder deren Acetale (MG PEG ca.2000), Mono- und 
Di-[<i)-Oxoethylamino-polyethylenglykol]-phosphat oder deren Ace- 
tale (MG PEG ca. 750), Mono- und Di-O-Aminoalkoxy-polyethy- 
lenglykol] -thiophosphat (MG PEG ca. 1000), Mono- und Di-[o>-Hy- 
35 droxy-polyethylenglykolpolypropylenglykol]-phosphat, hergestellt 
aus Synperonic F68 (Handelsbezeichnung von ICI, GroBbritannien) , 
Mono- und Di-[u-Methoxy-polyethylenglykol] -diphosphat (MG PEG 
ca.1000), das Dimethylacetal von Mono-[<i>-Oxoethoxy-polyethylen- 
glykol] -diphosphat (MG PEG ca. 2000), Mono-[o)-Ethoxy-polyethy- 
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lenglykol] -polyphosphat (MG PEG ca.2000) Oder Mono-[u-Methoxy- 
polyethylen-glykolpolypropylenglykol-diphosphat , hergestellt aus 
Polyglykol M 41/40 (Hoechst, DE) . 

Diese reaktiven, polyalkylenglykolhaltigen Stabilisatorsub- 
5 stanzen konnen mit ihren Hydroxyl-, Carbonyl- Oder Aminogruppen 
auch zur Einfiihrung anderer reaktiver funktionaler Gruppen, wie 
z.B. der Thiol-, Epoxy-, Carboxy-, 4,4,6-Dichlortriazin Hydroxam- 
saure-, Isocyanat-, Acylazid-, Anhydrid-, Diazoniumsalz-, Imino- 
carbonat-, Toluolsulf onatgruppen, verwendet werden, um andere 
10 Bindungsorte an den gewebespezifischen und pharmakologisch wirk- 
samen Substanzen zu realisieren; 

(ii) aus den phosphatgruppenhaltigen Nucleotiden Mono-, Di-, 
Tri -phosphor saureestern Oder Mono-, Di-, Tri-phosphorsaure- 
esterchloriden von Adenosin, Guanosin, Cytidin, Uridin, Thymidin, 

l 5 Desoxyadenosin , Desoxyguanosin , Desoxycy tidin , Desoxy thymidin , 
Inosin, Pyrimidin, Cytosin , Uracil , Thymin, Purin, Adenin, Gua- 
nin , Methyl cytosin , 5 -Hydroxymethyl -cytosin , 2-Methyladenin , 
l-Methylguanin, Thiamin, Flavin, Riboflavin sowie Pyridoxalphos- 
phat, Pyridoxaminphosphat , Ribonucleinsaure, Ribonucleinsaurese- 

2 0 quenzen , Desoxyribonucleinsauren , DesoxyribonucleinsMuresequen- 
zen; 

(iii) aus den phosphat-, diphosphat-, polyphosphat- und thio- 
phosphat-, carboxylat-, sulfat-, sulfonat-, mercapto-, silan- 
triol- Oder trial koxysilangruppenhaltigen Kohlehydraten, wobei 

25 die Kohlehydratreste aus den Monosacchariden Glucose, Fructose, 
Ribose, Desoxyribose, Inosit, aus den Oligosacchariden Saccharo- 
se, Raffinose, Gentianose, Malecitose, Stachyose, Verbascose, aus 
den Polysacchariden Starke, Lichenine, Glykogen, Dextrine, Dex- 
trane, Inuline, Fruktosane, Lavane, Mannane, Galaktane, Xylane, 

30 Arabane, Pektine, Makropolysaccharide, Glycoproteide, aus Polyu- 
ridenylsaure, Polyglucuronsaure, Polygalacturonsaure, Polymannu- 
ronsaure und/oder Alginsaure bestehen; oder aus mehreren dieser 
Reste . 

Erfindungsgemafl kdnnen an die Stabilisatorsubstanzen, die an 
35 die superparamagnetischen Teilchenoberf lHche gebunden sind, 
gewebespezif ische Bindungssubstanzen Oder pharmakologisch wirksa- 
me Substanzen gekoppelt werden, wenn die Stabilisatorsubstanzen 
wenigstens zwei chemisch reaktive funktionelle Gruppen tragen, 
wobei die Phosphat-, Diphosphat-, Polyphosphat-, Thiophosphat-, 
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Phosphonat-, Thiophosphonat-, Carboxylat-, Sulfat-, Sulfonat-, 
Mercapto-, Silantriol- oder Trialkoxysilangruppe f Qr die chemi- 
sche Bindung zu den superparamagnetischen Teilchen dienen und die 
restlichen reaktiven funkticnellen Gruppen, die z.B. aus Hydrox- 
yl-, Amin-, Aldehyd-, Epoxy-, Thiol-, Carboxy-, 4, 6-Dichlortria- 
zin-, Hydroxamsaure-, Isocyanat-, Acylazid-, Anhydrid-, Diazoni- 
umsalz-, Iminocarbonat- , Toluol sulfonatgruppen bestehen, fiir die 
Bindung von gewebespezif ischen Bindungssubstanzen und pharmakolo- 
gisch wirksamen Substanzen dienen. 

Solche Stabilisatorsubstanzen sind z.B. Mono-, Oligo- oder 
Polysaccharidphosphate, -carboxylate, -sulfate, -sulfonate, - 
thiole, -silantriole oder -trialkoxysilane, die vor oder nach der 
chemischen Bindung auf der superparamagnetischen Teilchenober- 
flache mit den entsprechenden funktionellen Gruppen versehen 
werden. Unter die genannten Stabilisatorsubstanzen fallen auch 
die entsprechenden Polysauren. Die Einfilhrung der funktionellen 
Gruppen in die Stabilisatormolektile ist bekannter Stand der 
Technik. 

Aufler diesen reaktiven Stabilisatorsubstanzen auf Kohlehy- 
dratbasis kSnnen reaktive phosphatgruppenhaltige Biomolektile, wie 
z.B. Pyridoxalphosphat, Pyridoxarainphosphat oder Co-carboxylase; 
raercaptogruppenhaltige Substanzen wie Mercaptopurin / -cytosin, - 
guanin, -uracil, -thymin, -hypoxanthin , sowie deren Mercapto- 
nucleoside und deren Mercapto-desoxynucleoside; 
silantriol- oder trialkoxysilangruppenhaltige Substanzen wie 
w-Ethylamino-polyethylenglykol-trimethoxysilan (MG des PEG ca. 
1000), u-Methoxy-polyethylenglykol-trimethoxysilan (MG des PEG 
ca . 750 ) oder w-Methoxy-polyethylenglykol-polypropylenglykol- 
thioethyl-triethoxysilan, hergestellt aus Polyglykol M41/40 
(Hoechst ) , (o-Hydroxy-polyethylenglykol -silantriol , 3-Chlorpropyl- 
tri-methoxysilan , 2-Mercaptopropyl-triethoxysilan, 3-Aminopropyl- 
triethoxysilan, 3-(2-Aminoethylamino)propyl-trimethoxysilan, 
Vinyl-triethoxysilan , Vinyl -tri (methoxyethoxy ) silan , Methacrylox- 
ypropyl-trimethoxysilan, oder Poly-trialkoxysilyl -Starke, Poly- 
trialkoxysilyl-Dextran , Poly-trialkoxysilyl-Dextrin ; 
sulfatgruppenhaltige Substanzen, wie Dextransulfat, Dextrinsul- 
fat, Inulinsulfat; 

carboxylatgruppenhaltige Substanzen , wie Polycarboxydextran , 
Polycarboxydextrin , Polycarboxyamylopektin ; 
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polyaminogruppenhaltige Substanzen r wie Polyaminodextran; 
silicatgruppenhaltigen Verbindungen der Orthokieselsaure und 
deren Kondensationsprodukte, wobei hier zur Stabilisierung der 
superparamagnetischen Teilchen Natrium- oder Kaliumsilikatlosung 
5 Oder alkalische Losungen von Alkalisilikaten mit kondensations- 
fahigen Hydroxoaluminaten; 

sowie deren Polyverbindungen verwendet werden. 

Erf indungsgemafi konnen an die Stabilisatonnolekule, die mit 
ihren Monophosphate Diphosphat-, Polyphosphat- , Phosphonat-, 

10 Thiophosphat-, Thiophosphonat- , Carboxylat-, Sulfat-, Sulfonat-, 
Mercapto-, Silantriol- oder Trialkoxysilangruppen mit der super- 
paramagnetischen Teilchenoberf lache chemisch gebunden sind, gewe- 
bespezifischen Bindungssubstanzen , wie z.B. Antigene, Antikorper, 
Haptene, Protein A, Protein G, Endotoxin-bindende Proteine, 

15 Lectine, Selectine, gekoppelt werden. 

Auch pharmakologisch wirksame Substanzen, wie z.B. Antitu- 
morproteine, Enzyme, Antitumorenzyme, Antibiotika, Pf lanzenalka- 
loide, Alkylierungsreagenzien, Antimetaboliten, Hormone und 
Hormonantagonisten , Interleukine , Interf erone , Wachstumsf aktoren , 

20 Tumornekrosef aktoren, Endotoxine, Lymphotoxine, Urokinase, 
Streptokinase, Plasminogen-Streptokinase-Aktivator-Komplex, Ge- 
webe-Plasminogen-Aktivatoren , Desmodus-Plasminogen-Aktivatoren , 
Makrophagen-Aktivierungskorper , Antisera , Proteaseninhibitoren , 
radioakiven Phosphor 32 P enthaltene Stabilisatorsubstanzen , Ten- 

25 side oder pharmakologisch wirksame Zellen, wie z.B. Organellen, 
Viren, Mikroben, Algen, Pilze, insbesondere Erythrozyten , Thro- 
mbozyten, Granulozyten, Monozyten, Lymphozyten, Langerhans'sche 
Inseln oder pharmakologisch wirksame Komplexbildner aus der 
Gruppe der Polycarbonsauren , Aminocarboxylsauren, Porphyrinen, 

30 Katecholamine oder zellfusionsvermittelnde Substanzen 

konnen an die reaktiven Stabilisatorsubstanzen einzeln oder 
nebeneinander gekoppelt werden. 

Als zellfusionsvermittelnde Substanzen bewirken beispiels- 
weise Polyethylenglykole in Konzentrationen iiber 25 Gew.-%, wie 

35 sie in noch hoheren Konzentrationen in den Stabilisatorsubstanz- 
schichten der superparamagnetischen Teilchen auftreten, Zell- 
fusionen, was bei einer Anreicherung der polyethylenglykolhalti- 
gen superparamagnetischen Teilchen in Tumoren zu einer weiteren 
Schadigung des Tumorgewebes ftihren kann. 
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Erf indungsgemafi konnen aufier den Stabilisatorsubstanzen auch noch 
phosphat- oder phosphonatgruppenhaltige Arzneimittel chemisch auf 
der Oberflache der superparamagnetischen Teilchen gebunden wer- 
den, wie z.B. Estramustin oder Diethylstilbestrol-diphosphat . 
5 Die Toxizitat solcher pharmakologisch wirksamen Substanzen 

> kann dabei relativ hoch sein, da die Magnetteilchen sich aufgrund 

ihrer gewebespezif ischen Wechselwirkung bevorzugt an den ent- 
sprechenden Bindungsorten anreichert oder durch magnetisches drug 
targeting zum Wirkungsort transportiert und angereichert werden. 

10 Die Dosis der pharmakologisch wirksamen Substanzen kann gering 
gehalten werden, da sich die Substanz am Wirkungsort konzentriert 
und der Ubrige Korper nur gering belastet wird. 

Die Kopplung pharmakologisch wirksamer Substanzen an die 
superparamagnetischen Teilchen hat weiterhin den Vorteil, dafl 

15 iiber die Relaxationszeitverktirzung der Therapiefortschritt mit 
der Kernspin-Diagnostik beobachtet werden kann. 

Die Herstellung der superparamagnetischen Teilchen erfolgt 
durch eine gezielte Agglomeration von superparamagnetischen 
Eindomanenteilchen. Dabei werden die superparamagnetischen Ein- 

20 domanenteilchen in Wasser verrtihrt und bei einem pH-Wert von 3 
bis 7 durch Erhitzen auf 50 bis 120 # C, bei Temperaturen iiber 
100 *C im Autoklaven, zur Aggregation gebracht. Nach dem Abkiihlen 
der Dispersion werden die Teilchen so lange gewaschen, bis die 
elektrische Leitfahigkeit des Filtrates < 10 /zS/cm betragt. Die 

25 so hergestellten superparamagnetischen Teilchen bilden sofort 
einen schnell sedimentierenden Niederschlag, der sich auch durch 
starkes Riihren oder durch Ultraschallbehandlung nicht in eine 
stabile Dispersion flberflihren lafit. Erst die chemische Bindung 
von phosphat-, diphosphate, polyphosphat-, thiophosphat- , phosp- 

30 honat, carboxylat-, sulfat-, sulfonat-, thiol-, silantriol- oder 
trialkoxysilangruppenhaltigen Stabilisatorsubstanzen auf der 
Oberflache der superparamagnetischen Teilchen sorgt fiir eine 

m 

schnelle Dispergierung, bei einigen Stabilisatorsubstanzen sogar 
schon bei leichtem Ruhren mit dem Glasstab. 
35 Je nach Anwendungsgebiet konnen die magnetischen Dispersio- 

nen dialysiert werden, urn den uberschiissigen Anteil an Stabilisa- 
torsubstanz zu entfernen. Vor alien Dingen bei chemisch reakti- 
ven superparamagnetischen Teilchen, die zur Kopplung von gewebe- 
spezifischen Bindungssubstanzen und pharmakologisch wirksamen 
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Substanzen verwendet werden sollen ist eine Dialyse notwendig. 

Die stabilisierten superparamagnetischen Teilchendispersio- 
nen enthalten die noch nicht oder nur schwach aggregierten super- 
paramagnetischen Eindomanenteilchen. Diese bilden eine stabile 
5 magnetische Fliissigkeit, die sich leicht von den groBeren super- 
paramagnetischen Teilchen durch eine Sedimentation in einem 
Magnetfeld entspechender StSrke und Inhomogenitat abtrennen 
lassen. 

In einer einfachen Ausfiihrung der magnetischen Separation 
10 stellt man ein Becherglas mit der magnetischen Dispersion auf 
einen Permanentmagneten mit einer magnetischen FluBdichte von o , 1 
mT und giefit nach einer Sedimentationszeit von ca. 30 min die 
uberstehende magnetische Fliissigkeit ab. Zuriick bleiben die 
superparamagnetischen Teilchen , die, je nach TeilchengroBe, sich 
15 wieder spontan in der Dispersion verteilen oder als Bodensatz im 
Becherglas zuriick bleiben. Bis zu Teilchengrofien von ungefahr 500 
nm verteilen sich die superparamagnetischen Teilchen wieder 
spontan oder unter leichtem Rtihren im wMBrigen Dispersionsmittel . 
GrSBere superparamagnetische Teilchen als ca. 500 nm konnen 
20 leicht durch starkeres Riihren oder Ultraschallbehandlung disper- 
giert werden. 

Die Sedimentationsstabilitat der erfindungsgemaBen superpa- 
ramagnetischen Teilchen ist wesentlich hoher als bei den bisher 
bekannten Magnetteilchen mit vergleichbaren magnetischen Eigen- 
25 schaften, was wahrscheinlich auf die starke Strukturierung der 
die superparamagnetischen Teilchen umgebenden Wassermolekiile und 
den damit vergroBerten stokes 7 schen Teilchendurchmesser zurtick- 
zufiihren ist. 

Die magnetischen Eigenschaften der superparamagnetischen 
30 Teilchen sind aufgrund des geringen Anteils an Stabilisatorsub- 
stanz starker als bei den bisher bekannten. Da der Anteil an 
superparamagnetischen Eindomanenteilchen wesentlich hoher als bei 
den bisher bekannten Magnetteilchen ist, ist auch die Abschei- 
dungsgeschwindigkeit der superparamagnetischen Teilchen in einem 
35 inhomogenen Magnetfeld groBer. In einer 10 Gew.-%igen wSBrigen 
Dispersion von superparamagnetischen Teilchen mit einem Durch- 
messer von ca 100 nm und einem Magnetitanteil von 95 % betragt 
die Abscheidungszeit der Magnetteilchen auf einen Permanentma- 
gneten mit einer magnetischen FluBdichte von 0,1 mT weniger als 
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l min. 

Die erf indungsgemafien superparamagnetischen Teilchen haben 
Eisenoxidgehalte von 90 bis 9a Gew.-%. Gegeniiber dem Stand der 
Technik, dafi Magnetteilchen bis zu 50 Gew.-% Eisenoxid enthalten 
konnen, bedeutet das eine wesentliche Verbesserung der magneti- 
schen Eigenschaf ten . Damit konnen die neuen superparamagnetischen 
Teilchen, bei gleichen magnetischer Wechselwirkung, entsprechend 
kleiner als die bisher bekannten Magnetteilchen sein. Die spezi- 
fische OberflSche vergrfifiert sich, es kSnnen mehr pharmakologisch 
wirksame Substanzen oder gewebespezif ische Bindungssubstanzen auf 
der Oberflache gekoppelt werden. Mit Verkleinerung der Teilchen- 
grofie wird auch die biologische Vertraglichkeit besser, die 
Abbaugeschwindigkeit im Kfirper erhoht. Auch die freie verfiigbare 
Zeit der Magnetteilchen beim magnetischen drug targeting, d.h. 
die Zeit bis die Teilchen vom retikuloendothelialen System gebun- 
den sind, erhoht sich mit Verringerung der Teilchengrofie. 

Die Bioverfiigbarkeit der superparamagnetischen Teilchen im 
Korper betrSgt nur wenige Minuten, d.h. das retikuloendotheliale 
System bindet die superparamagnetischen Teilchen sehr schnell. 
Makrophagen und neutrophilen Granulozyten erhalten magnetisier- 
bare Eigenschaf ten, wenn sie sich an die superparamagnetischen 
Teilchen anheften. Voraussetzung fOr dieses Anheften ist, dafi die 
Stabilisatorsubstanzen der superparamagnetischen Teilchen an die 
Rezeptoren der Makrophagen und den neutrophilen Granulozyten 
gebunden werden. Erfolgt solch eine Bindung, konnen die magneti- 
sierten Makrophagen und neutrophilen Granulozyten mit Hilfe von 
Magnetfeldern bewegt werden. Die Makrophagen und die neutrophi- 
len Granulozyten konnen die endotheliale Barriere in den Hoch- 
endothel-Venolen durchdringen und in das Gewebe eindringen. 
Dieser Prozefi kann bei magnetisierten Makrophagen und neutrophi- 
len Granulozyten durch die Einwirkung eines Magnetfeldes unter- 
stiitzt werden. Bei einem magnetischen drug targeting von Tumoren 
mit den erfindungsgemaBen superparamagnetischen Teilchen kann 
somit eine beschleunigte Anreicherung der magnetisierten Makro- 
phagen und neutrophilen Granulozyten im Tumorgewebe erfolgen und 
eine immunologische Schadigung des Tumorgewebes einsetzen. 

An der Phasengrenze zwischen den superparamagnetischen 
Teilchen und diamagnetischen Zellen treten mechanische Krafte 
auf, die proportional der Permeabilitatsdif ferenz der sich beriih- 
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renden Materialien und dem Quadrat der wirkenden Magnetf eldstarke 
sind. 

Da die erf indungsgemHfien Teilchen einen sehr hohen Anteil 
an superparamagnetischen Teilchen besitzen und die Stabilisator- 
5 substanz nur eine monomolekulare Schicht von wenigen Nanometern 
Dicke besitzt, treten an den Phasengrenzen zu diamagnetischen 
Zellen Krafte auf, die zur SchSdigung der Zellen fiihren kQnnen. 
Diese Krafte kSnnen z.B. bei der Anreicherung der superparama- 
gnetischen Teilchen in Tumoren, zu einer Tumorschadigung fiihren. 

10 Dieser magnetomechanische Effekt konnte auch dazu fiihren, dafi bei 
einer starken Wechselwirkung zwischen der Stabilisatorsubstanz 
der superparamagnetischen Teilchen und dem Tumorgewebe, Ober- 
f lachenmolekiile des Tumorgewebes von den superparamagnetischen 
Teilchen gebunden und herausgezogen werden. Wenn diese superpara- 

15 magnetischen Teilchen von den Makrophagen und den neutrophilen 
Granulozyten phagozytiert werden, k5nnen die Oberf lachenmolekiile 
des Tumors als Antigen erkannt werden, auch wenn sie sonst nicht 
vom Immunsystem als Antigen identifiziert worden wSren. Es kann 
eine mehr oder weniger starke Immunantwort des Korpers auf die 

20 Oberf lachenmolekiile des Tumors und damit eine Schadigung des 
Tumors auf treten. 

Eine Stiraulierung des Immunsystems durch magnetomechanische 
Effekte kann auch dadurch erreicht werden, dafi Viren, Bakterien 
oder Pilze in vitro mit reaktiven superparamagnetischen Teilchen 

25 gemischt werden. So kbnnen superparamagnetische Teilchen, die 
z.B. mit Mono- [w-Oxoethoxy-polyethylen-glykol]-phosphat stabili- 
siert wurden, mit den Aminogruppen der Oberf lachenproteine der 
Viren oder Bakterien kovalente chemische Bindungen eingehen. 
Durch Einwirkung starker inhomogener Magnetfelder oder mit Hilfe 

30 bekannter Zellauf schlufimethoden lassen sich so Oberf lachenmole- 
kiile der Viren-, Bakterien- oder Pilzoberf lachen mit den super- 
paramagnetischen Teilchen herstellen. Diese superparamagnetischen 
Proteinbruchstiicke werden beim Spritzen in den Korper vom retiku- 
lendothelialen System aufgenommen, die Proteinbruchstiicke als 

35 Antigen erkannt und der Korper reagiert mit einer entsprechenden 
Immunantwort, unter anderem mit einer Produktion von entsprechen- 
den Antikorpern. So lSfit sich auch eine Immunantwort des Korpers 
von Proteinen stimulieren, die fiir sich alleine vom Korper nicht 
als Antigen erkannt werden. Das hat besondere Bedeutung bei der 
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Erzeugung einer Immunabwehr des Korpers gegen Tumorzellen, Viren, 
Bakterien, Hefen Oder Pilze, fiir die es noch keine geeignete 
chemotherapie gibt oder bei denen sich eine Resistenz gegen 
bekannte angewendete Arzneimittel herausgebildet hat. 
5 Durch die Kopplung von reaktiven superparamagnetischen 

Teilchen an die Oberf lachenmolekule von z.B. Tumorzellen, Viren, 
Bakterien, Hefen, Pilzen und Heraustrennen dieser Oberf lachenmo- 
lekiile durch starke inhomogene Magnetfelder oder bekannte Zel- 
laufschluBverfahren lassen sich immunstimulierende superparama- 
10 gnetische Molekillkomplexe gewinnen, die bei in vivo Anwendung 
zur Immunstiraulierung und SchHdigung dieser biologischen aktiven 
Zellen fiihren konnen. 

Die diphosphate oder polyphosphathaltigen Stabilisatorsub- 
stanzen auf der Basis von Polyalkylenglykolen sind neue Verbin- 
15 dungen und besitzen selbst eine tumorschSdigende Wirkung. 

So werden bei der in vivo Anwendung dieser Stabilisatorsub- 
stanzen Tumore von Mfiusen geschadigt. Durch eine Kopplung dieser 
Stabilisatorsubstanzen an die superparamagnetischen Teilchen lafit 
sich die tumorschSdigende Wirkung verstarken, indem durch ein 
20 magnetisches drug targeting die Konzentration der Stabilisator- 
substanz im Tumor wesentlich erhoht. Neben einer Verstarkung der 
tumorschSdigenden Wirkung durch das magnetische drug targeting 
ist auch eine erhebliche Verkiirzung der Wirkungszeit, bis zur 
beginnenden sichtbaren TuraorschSLdigung zu beobachten. 
25 Die Stabilisatorsubstanzen sind nach dem Stand der Technik 

leicht herzustellen. 

Die Her stel lung der Polyethylenglykole erfolgt durch Oxethy- 
lierung einer reaktiven organischen Ausgangsverbindung , wie z.B. 
2-Methoxyethanol , Aminoacetaldehyd-dimethylacetal , 2-Methoxy — 
30 ethylamin, 2-Aminoethanol mit Ethylenoxid. 

Siehe Houben-Weyl,Bd- XIV/2, S.425 ff . (1963) 

Die Einftthrung der Phosphat-, Diphospat-, Polyposphat- oder 
Thiophosphatgruppe in die Polyethylenglykole erfolgt leicht durch 
Reaktion mit verschiedenartigen Phosphorylierungsreagenzien bei 
* 35 Raum- oder erhShten Temperaturen . 

Siehe Houben-Weyl, Bd.XII/2, S.131 ff. (1964) ,Bd.E2, 
XII/2, S.300 ff. (1982) 

Analog erfolgt die Herstellung von phosphatgruppenhaltigen 
Kohlehydraten, auch von phosphatgruppenhaltigen Polysaccharid — 
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carbonsauren (siehe US-A-2970141 ) , 

Bei der Herstellung von w-Oxoalkoxy-polyethylenglykol-phos- 
phaten geht man zweckmafiig von den Dimethylacetalen entsprechen- 
der Alkohole aus, um die Oxogruppe bei der Ethoxylierung und bei 
5 der Einfilhrung der Phosphat- oder Phosphonatgruppe zu schiitzen. 
Die Acetale kbnnen durch saure Hydrolyse mit SSuren oder durch 
schonende Spaltung mit Ionenaustauschern freigesetzt werden, 
Siehe Houben-We y 1, Bd.VI/3, S. 203-293 (1964) 

Die Herstellung der phosphonatgruppenhaltigen Polyethylen- 
10 glykole kann nach vielfSltigen Methoden erreicht werden. 

Siehe G. M. Kosolapoff, L. M a i e r, Organic Phospho- 
rous Compounds. Wiley Inters., New York, 1972-1976, Vol.7, 
S. 1-486 (1976), 

H o u b e n -W e y 1, Bd. XII/1, S. 338-619 (1963), 

15 H o U b e n -W e y 1, Bd. E2, S. 300-486 (1982), 

und insbesondere DE-A-3407565, DE-A-2424453 und DE-A-3203309 . 

Die Herstellung der silikatgruppenhaltigen organischen 
Substanzen erfolgt z.B. durch Reaktion von lithium- oder natrium- 
organischen Verbindungen der allgemeinen Forrael 

20 X - R - Li bzw. X - R - Na mit Tetraalkoxysilanen oder Trialk- 
oxychlorsilanen (siehe Houben-Weyl, Bd. XIII/5, s.180 
ff. (1980)). Eine weitere einfache M6glichkeit zur Herstellung 
silikatgruppenhaltiger organischer Verbindungen ist die Umsetzung 
der X - R - (p-Toluolsulfonate) mit z.B. 2-Mercaptopropyl-trieth- 

25 oxysilan, 3-Aminopropyl-triethoxysilan im alkalischen Medium 
(siehe K.Nilsson, K.Mosbach;Eur . J.Biochem. 112, 397-409,1980). 

Die Herstellung der mercaptogruppenhaltigen organischen Sub- 
stanzen erfolgt z.B aus den X - R - Halogen-Verbindungen durch 
Umsetzung mit Thioharnstof f und nachfolgender alkalischer Hydro- 

30 lyse zu den entsprechenden Mercaptoverbindungen (siehe 

Houben-Weyl, Bd.IX, S.3 ff. (1955) ,Bd.E2, XI E, S.32 ff.(1985)). 

Die Herstellung der polycarbonsauregruppenhaltigen Kohlehy- 
drate erfolgt durch Oxidation der Kohlehydrate z.B. mit Kalium- 
permanganat , Ei sen (II) -salzen/Wasserstof f peroxid , Per j odsaure 

35 (siehe A.H.Haines, Hrsg., Methods for the Oxidation of Organic 
Compounds, Academic Press, London, 1988). 

Die Herstellung der silikatgruppenhaltigen anorganischen 
Kondensationsprodukte erfolgt durch einfaches Mischen von Natri- 
umsilikatlosung mit z.B. Natriumaluminat. 
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Die Herstellung der polysulf atgruppenhaltigen Kohlehydrate 
erfolgt z.B. durch Chlorsulf onierung von Kohlehydraten. 

Das Hauptanwendungsgebiet der erf indungsgemaBen superpara- 
magnetischen Teilchen liegt auf dem Gebiet des magnetischen drug 
targeting. Aufgrund der sehr hohen Anteiles an Magnetmaterial ( 
90 bis 98 Gew.-%) lassen sich schon kleine Magnetteilchen sehr 
gut und sehr schnell in bestimmte Regionen des Korpers mit Hilfe 
von elektromagnetischen oder Permanentmagnet-Feldern konzentrie- 
ren. Bei Kopplung von pharmakologisch wirksamen Substanzen an die 
superparamagnetischen Teilchen, kann deren Konzentration am 
Wirkungsort drastisch erh5ht werden. Dieser Umstand hat fur die 
Krebstherapie besondere Bedeutung, da die zur Chemotherapie von 
Tumoren eingesetzten Substanzen sehr starke Nebenwirkungen auf 
den gesamten Organismus austiben und bei einer Anreicherung am 
Wirkungsort der tibrige Korper weniger stark mit Zytostatika 
belastet wird. 

Die superparamagnetischen Teilchen konnen durch Kopplung an 
Viren, Zellen und deren Oberf lSchenmolekiilen zur Immunaktivierung 
im K5rper eingesetzt werden, wobei die Einwirkung von Magnetfel- 
dern die Immunaktivierung unterstiitzt . 

Die reaktiven superparamagnetischen Teilchen k6nnen auch zur 
in vitro Diagnostik eingesetzt werden, wenn auf der Oberf lache 
der Teilchen die entsprechenden diagnostischen Substanzen che- 
misch gebunden werden. Aufgrund der starken magnetischen Wechsel- 
wirkung mit Magnetf eldern, lassen sich auch sehr kleine superpa- 
ramagnetische Teilchen nach erfolgter diagnostischer Reaktion 
leicht aus dem Reaktionsgemisch wieder abtrennen. 

Die superparamagnetischen Teilchen kfinnen auch als (Contrast- 
mittel ftir Kernspin-Diagnostik eingesetzt werden. 

Die Konzentration der einzusetzenden superparamagnetischen 
Teilchen ist beim magnetischen drug targeting abhfingig von der 
Teilchengrofie, von der Zusammensetzung der Stabilisatorsubstan- 
zen, von der magnetischen FeldstSrke am Wirkungsort und wie groB 
die Entfernung von der Injektionsstelle zum Wirkungsort ist. Urn 
eine Nekrose eines Tumores bei Nacktmausen zu erreichen, ist eine 
Menge an Injektionsf lussigkeit von ca.0,01 bis 0,2 Vol-% des 
Blutvolumens notwendig, wobei die magnetischen Sattigungsinduk- 
tion bei ca. 5 mT liegt. 

Die Mengen an superparamagnetischen Teilchen liegen bei der 
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Anwendung als Kontrastmittel ftir die MRI bei ca. 0,001 Vol-% des 
Blutvolumens , wenn die magnetische Sattigungsinduktion bei ca. 5 
mT liegt. 

An Beispielen sollen die Herstellung der erf indungsgemaflen 
5 superparamagnetischen Teilchen erlautert werden. 
Beispiel l 

Eisen(III)-chlorid (270 g) und Eisen(II)-chlorid(119 g) werden in 
1 1 dest. Wasser gelfist. Durch Zugabe von Ammoniakwasser wird 
unter Rtihren der pH-Wert der Losung auf 9,6 eingestellt. Nach 

10 erfolgter Fallung wird die Dispersion mit Salzsaure auf den pH 
6,0 eingestellt und die Dispersion auf 100 # C erwarmt. Nach dem 
Abkiihlen wird der Niederschlag mit dest, Wasser gewaschen, bis 
die elektrische Leitfahigkeit < 10fiS/cm betragt. 
Die gebildeten superparamagnetischen Teilchen bestehen aus Fe 3 0 4 . 

15 Sie konnen stabilisiert werden. 
Beispiel 2 

Eisen(III)-chlorid (270 g) und Eisen(II)-sulfat (153 g) 
werden in 1 1 dest. Wasser gelost. Durch Zugabe von Ammoniak- 
wasser wird unter Rtihren der pH-Wert der LOsung auf 9,0 einge- 

20 stellt. Nach erfolgter Fallung wird die Dispersion unter Rtihren 
mit Salzsaure auf pH 5,0 eingestellt und mit 30%-iger Wasser- 
stoffperoxidlSsung (22 ml) versetzt und 30 min auf 80 *C erwarmt. 
Nach dem Abkiihlen der Dispersion wird der Niederschlag gewaschen 
bis die elektrische Leitfahigkeit < 10 /iS/cm betragt. Die ent- 

25 standenen superparamagnetischen Teilchen aus Y" Fe203 und konnen 
stabilisiert werden, 
Beispiel 3 

Eisen (Ill)-chlorid (270 g) und Zinkchlorid (82 g) werden in 
1 1 dest. Wasser gelost. Durch Zugabe von Natronlauge wird unter 

30 Rtihren ein pH-Wert von 8,5 eingestellt .Nach erfolgter Fallung 
wird die Dispersion unter Rtihren mit Salzsaure auf den pH-Wert 
von 4,0 eingestellt und auf 110'C im Autoklaven erwarmt. Nach dem 
Abkiihlen der Dispersion wird der Niederschlag gewaschen, bis das 
Filtrat eine elektrische Leitfahigkeit von < 10 = /iS/cm besitzt. 

35 Das entstehende Zink-Ferrit kann stabilisiert werden. 

Die Stabilisierung der superparamagnetischen Teilchen er- 
folgt durch Mischen einer wafirigen oder niedrigsiedende polare 
Losungsmittel enthaltenden Stabilisatorlosung mit den Magnet- 
teilchen bei Raumtemperatur . Die Stabilisatorlosung kann dabei, 
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je nach den gewiinschten Eigenschaften, aus reinen Stabilisator- 
substanzen oder aus Mischungen von Stabilisatorsubstanzen be- 
stehen. Zur Beschleunigung der Dispergierung und Stabilisierung 
kann die Dispersion gertihrt oder mit Ultraschall behandelt wer- 
5 den. Kommen niedrigsiedende organische Losungsmittel zur Anwen- 
dung, werden diese zur Entfernung nach der Stabilisierung durch 
Vakuumverdampfung oder Dialyse entfernt. 

An einigen Beispielen soil die Stabilisierung der superpara- 
magnetischen Teilchen nachfolgend erlautert werden. 

10 Beispiel 4 

Die gesamte Menge des Magnetit-Niederschlages von Beispiel 
l wird in eine Losung von 50 g Mono [o-Methoxy -poly ethyl englykol]- 
phosphat (Molekulargewicht ca.1000) in 500 ml dest. Wasser gege- 
ben und 5 min geriihrt. Die entstehende Dispersion wird 30 min auf 

15 einen Permanentmagneten rait einer magnetischen Flufidichte von 0,1 
T sedimentiert und der Oberstand von magnetischer Fliissigkeit 
abgesaugt. Das Sediment auf dem Magnetfeld enthalt die superpa- 
ramagnetischen Teilchen. Durch mehrmaliges Waschen mit dest. 
Wasser und erneuter Sedimentation im Magnetfeld konnen die super- 

20 paramagnetischen Teilchen rein und in enger Teilchengroflenver- 
teilung erhalten werden. Die superparamagnetischen Teilchen haben 
einen mittleren Teilchendurchmesser von 120 nm. 

Diese superparamagnetischen Teilchen sind sehr gut fur die 
magnetische Anreicherung in Tumoren geeignet. Hier kSnnen sie 

25 durch magnetomechanische Iromunstimulierung, oder zusatzlich 
durch Hyperthermic, d.h. durch Einstrahlung elektromagnetischer 
Strahlung und Erwarmung des Tumors, den Tumor zerstoren. Die 
superparamagnetischen Teilchen sind auch als orales oder i.v. 
Kontrastmittel fiir die MRI anwendbar. 

30 Beispiel 5 

Die gesamte Menge des Zink-Ferrit-Niederschlages von Bei- 
spiel 3 wird in eine Losung von 50 g Di[<i>-Methoxy-polyethylengly- 
kol]-phosphat (Molekulargewicht ca. 1500) in 500 ml dest. Wasser 
gegeben und 5 min mit Ultraschall von 100 W Leistung dispergiert. 
♦ 35 Die entstehenden superparamagnetischen Teilchen haben einen 
Durchmesser von 310 nm.Die Dispersion wird gegen dest. Wasser 
dialysiert und durch ein 0,45-/xm-Filter filtriert. Das entstehen- 
de Produkt ist als orales Kontrastmittel fiir das MRI anwendbar. 
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Beispiel 6 

Die gesamte Menge an y-Fe203 Teilchen von Beispiel 2 wird in 
eine Losung von 20 g Mono-[u-Oxoethoxy-polyethylenglykol ]- 
phosphat (Molekulargewicht ca. 1800), 15 g Mono- und 15 g 
Di- [ u-Methoxy-polyethylenglykol ] -phosphat (Molekulargewicht ca . 
1000) in 500 ml dest. Wasser gegeben und 5 min mit einem Ultra- 
schalldispergator (100 W Leistung) dispergiert. Die entstehende 
Dispersion wird mit einem 50 kD-Filter gegen dest. Wasser dialy- 
siert, urn tiberschiissige Stabilisatorsubstanzen zu entfernen. 
Die Abtrennung der nicht oder nur schwach agglomerierten super- 
paramagnetischen Eindomanenteilchen, die eine stabile magnetische 
Fliissigkeit bilden, erfolgt durch eine magnetische Sedimentation 
wie im Beispiel 4 beschrieben. Die superparamagnetischen Teilchen 
haben einen mittleren Teilchendurchmesser von 180 nm. 
Die nach Beispiel 6 hergestellten superparamagnetischen Teilchen 
sind fur viele Kopplungsreaktionen verwendbar, bei denen die 
Reaktivitat der Aldehydgruppe Anwendung finden kann. So z.B. fiir 
die Kopplung von aminogruppenhaltigen pharmakologisch wirksamen 
Substanzen, wie Streptokinase Oder Plasminogen-Streptokinase- 
Aktivator-Komplex . 
Beispiel 7 

10 ml der Dispersion von Beispiel 6, mit einer magnetischen 
Sattigungsinduktion von 5 mT, werden mit 30 mg Anistreplase 
gemischt und 20 min bei Raumtemperatur stehengelassen. Das ent- 
stehende Produkt ist fiir ein magnetisches drug targeting zur 
Auflfisung von Blutgerinnseln einsetzbar. 

Die nach Beispiel 6 hergestellten reaktiven superparamagne- 
tischen Teilchen sind auch fttr die Herstellung von Substanzen ftir 
das magnetische drug targeting in der Tumortherapie geeignet, wie 
an Beispiel 8 erlautert werden soil. 
Beispiel 8 

10 ml der Dispersion von Beispiel 6, mit einer magnetischen 
Sattigungsinduktion von 5 mT, werden mit 10 ml einer 10-gew.-%- 
igen MITOMYCIN C Losung gemischt und 30 min bei Raumtemperatur 
geschiittelt. Das entstehende Produkt ist fiir ein magnetisches 
drug targeting gegen Leukamie anwendbar. 
Beispiel 9 

10 ml der Dispersion von Beispiel 6, mit einer magnetischen 
Sattigungsinduktion von 5 mT 7 werden mit 10 mg EPIRUBICIN-Hydro- 
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chlorid gemischt und 20 min bei Raumtemperatur geschuttelt. Das 
entstehende Produkt ist fiir ein magnetisches drug targeting in 
der Tumortherapie anwendbar. 

ErfindungsgemaB konnen auf der OberflSche der superparama- 
gnetischen Teilchen auch direkt phosphat- oder phosphonatgruppen- 
haltige Arzneimittel chemisch gebunden werden, indem die 0,2- bis 
0,3-fache Menge der zuzusetzenden Stabilisatormenge in Form des 
Arzneimittels zum unstabilisierten Niederschlag zugegeben wird 
und nach 5 min Riihren die entsprechende restliche Menge des 
Stabilisators , unter weiterem Rtihren, zugesetzt wird. 
Beispiel 10 

Die gesamte Menge des Magnetit-Niederschlages von Beispiel 
l wird mit einer Losung von 10 g ESTRAMUSTIN in 250 ml dest. Was- 
ser gemischt und 5 min gertthrt. AnschlieBend wird 40 g Di-[o- 
-Methoxy-polyethylenglykol ] -phosphat (Molekulargewicht ca . 750 ) 
in 250 ml dest, Wasser gel8st, zur Mischung gegeben und 5 min ge- 
ruhrt. Die entstandene Dispersion wird 30 min auf einem Perma- 
nentmagneten mit einer magnetischen Flufidichte von 0,1 mT sedi- 
mentiert und der Oberstand von magnetischer FlUssigkeit abge- 
saugt. Das Sediment auf dem Magneten enthSlt die superparamagne- 
tischen Teilchen und wird durch ein 0, 45-/xm-Filter filtriert. Das 
entstehende Produkt ist fiir ein magnetisches drug targeting des 
Prostatakarzinoms anwendbar . 
Beispiel 11 

Die gesamte Menge des Magnetitniederschlages von Beispiel 1 
wird in eine Losung eines Gemisches von 40 g Mono-[w-Methoxy- 
polyethylenglykol] -phosphat, -diphosphat und -polyphosphat, mit 
dem Mischungsverhaltnis von ungefShr 8:1:1 und einem mittleren 
Molekulargewicht von ca. 750, in 500 ml dest. Wasser gegeben und 
5 min gerUhrt. Die entstehende Dispersion wird 30 min auf einen 
Permanentmagneten mit einer magnetischen Flufidichte von 0,1 T 
sedimentiert und der Uberstand von magnetischer FlUssigkeit abge- 
saugt. Das Sediment auf dem Magnetfeld enthalt die superparama- 
gnetischen Teilchen. Durch mehrmaliges Waschen mit dest. Wasser 
und erneuter Sedimentation im Magnetfeld konnen die superparama- 
gnetischen Teilchen rein und in enger Teilchengroflenverteilung 
erhalten werden. Die superparamagnetischen Teilchen haben einen 
mittleren Teilchendurchmesser von 120 nm. 

Diese superparamagnetischen Teilchen sind sehr gut ftir die 
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magnetische Anreicherung in Tumoren geeignet. Hier konnen sie 
durch magnetomechanische Immunstimulierung, Oder zusatzlich durch 
Hyperthermie, d.h. durch Einstrahlung elektromagnetischer Strah- 
lung und Erwarmung des Tumors, den Tumor zerstoren. Die superpa- 
5 ramagnetischen Teilchen sind auch als orales oder i.v. Kontrast- 
mittel fiir die MRI anwendbar. 

Durch Anwendung von Stabilisatorgemischen konnen die super- 
paramagnetischen Teilchen bei bestimmten , ausgewahlten pH-Werten 
zur Aggregation gebracht werden. So kann die AusfSllung der 

10 superparamagnetischen Teilchen in alkalischen Tumoren, zustitzlich 
zur Anreicherung durch magnetisches drug targeting, zu einer 
magnetomechanischen Schadigung der Tumoren ftihren, wenn zum 
Beispiel ein Gemisch aus Cocarboxylase, Mono- und Di-[o>-Methoxy- 
polyethylenglykol]-phosphat als Stabilisatoren eingesetzt wird. 

15 Beispiel 12 

Die gesamte Menge des Magnetitniederschlages von Beispiel 1 
wird in eine LSsung von 15 g Mono-, 15 g Di~[Methoxy-polyethylen- 
glykol]-phosphat (Molekulargewicht ca. 2000) und 12 g Decarbox- 
ylase in 500 ml dest. Wasser gegeben und 5 min mit Ultraschall 

20 dispergiert.Die entstehende Dispersion wird 30 min auf einen 
Permanentmagneten mit einer magnetischen Flufidichte von 0,1 T 
sedimentiert und der tiberstand von magnetischer Flussigkeit abge- 
saugt. Das Sediment auf dem Magnetfeld enthalt die superparama- 
gnetischen Teilchen. Durch mehrmaliges Waschen mit dest. Wasser 

25 und erneuter Sedimentation im Magnetfeld kSnnen die superparama- 
gnetischen Teilchen rein und in enger TeilchengrBfienverteilung 
erhalten werden. Die superparamagnetischen Teilchen haben einen 
mittleren Teilchendurchmesser von 120 nm. 

Diese superparamagnetischen Teilchen sind sehr gut fiir die 

30 magnetische Anreicherung in Tumoren geeignet. Hier konnen sie 
durch magnetomechanische Immunstimulierung, oder zusatzlich 
durch Hyperthermic , d.h. durch Einstrahlung elektromagnetischer 
strahlung und ErwSrmung des Tumors, den Tumor zerstoren. Magnet- 
f elder konnen die Wirksamkeit der Immunstimulierung erhohen. 

35 Die erfindungsgemaBen neuen diphosphat- und polyphosphathal- 

tigen Stabilisatorsubstanzen kSnnen allein, d.h. auch ohne Kopp- 
lung an die superparamagnetischen Aggregate, bei systemischer 
Anwendung im KSrper zur Tumorschadigung eingesetzt werden. Dazu 
verwendet man eine Mischung aus einer oder mehreren der oben 
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beschriebenen Stabilisatorsubstanzen und einem pharmakologisch 
annehmbaren Trager, wie z.B. physiologische Kochsalzlosung. 
Beispiel 13 

4 g Mono-[G>-Methoxy-polyethylenglykol ]-diphosphat (Moleku- 
largewicht ca. 1000) werden in 100 ml physiologische Kochsalzlo- 
sung gelost und durch ein 0,2 -Filter steril filtriert. Die 
entstehende Fliissigkeit ist fur den Einsatz zur Tumorschadigung 
geeignet. 
Beispiel 14 

Die gesarate Menge des Magnetit-Niederschlages von 
Beispiel l wird in eine LQsung von 50 g einer 40 %-igen Natrium- 
silikatlosung in 500 ml dest. Wasser gegeben und 5 min geriihrt. 
Die entstehende Dispersion wird 30 min auf einem Permanentmagne- 
ten mit einer magnetischen Flufidichte von 0,1 T sedimentiert und 
der tlberstand von magnetischer Fliissigkeit abgesaugt. Das Sedi- 
ment auf dem Magnetfeld enthalt die superparamagnetischen 
Teilchen. Durch mehrmaliges Waschen mit dest. Wasser und erneuter 
Sedimentation im Magnetfeld konnen die superparamagnetischen 
Teilchen rein und in enger Teilchengroflenverteilung erhalten 
werden. Die superparamagnetischen Teilchen haben einen mittleren 
Teilchendurchmesser von 120 nm. 

Diese superparamagnetischen Teilchen sind sehr gut fur die 
magnetische Anreicherung in Tumoren geeignet. Hier konnen sie 
durch magnetomechanische Immunstimulierung oder zusatzlich durch 
Hyperthermie, d.h. durch Einstrahlung elektromagnetischer Strah- 
lung und Erwarmung des Tumors, den Tumor zerstoren. Die superpa- 
ramagnetischen Teilchen sind auch als orales oder i.v. Kontrast- 
mittel ftir die MRI anwendbar. 
Beispiel 15 

Die gesamte Menge des y-Fe 2 0 3 -Niederschlages von Beispiel 2 
wird in eine Losung von 20g 3-Mercaptopropyl-trimethoxysilan in 
500 ml dest. Wasser gegeben und 5 min mit Ultraschall von 100 W 
Leistung dispergiert. 

Die entstehenden superparamagnetischen Teilchen haben einen 
Durchmesser von 310 nm. Die Dispersion wird gegen dest. Wasser 
dialysiert und durch ein 0,45 fun-Filter filtriert. Das entste- 
hende Produkt ist fur die Koppliing von monoklonalen Antikorpern 
anwendbar . 
Beispiel 16 
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Die gesamte Menge des Magnetit-Niederschlages von Beispiel 
1 wird in eine Losung von 40g u-Methoxy-polyethylenglykol-trime- 
thoxysilan (Molekulargewicht 1000) in 500 ml Wasser gegeben und 
10 min mit einem Ultraschalldispergator (100W Leistung), unter 
5 Erwarmen auf 70 dispergiert. Die Abtrennung der nicht Oder 
nur schwach agglomerierten superparamagnetischen EindomSnenteil- 
chen, die eine stabile magnetische Fltissigkeit bilden, erfolgt 
durch eine magnetische Sedimentation wie im Beispiel 4 beschrie- 
ben. 

10 An die Polyalkylenglykolgruppen-haltigen superparamagneti- 

schen Teilchen lassen sich auch diamagnetische Polyalkylengrup- 
pen-haltige pharraakologisch wirksame Substanzen adsorptiv binden, 
wobei letztere Substanzen beim magnetischen drug targeting , unter 
der Einwirkung eines inhomogenen Magnetf eldes, wieder von der 

15 Oberflache der superparamagnetischen Teilchen desorbiert werden. 
Erfolgt eine adsorptive Bindung von z.B. Doxorubucin-Monopoly- 
ethylenglykol-phosphat an Teilchen nach Beispiel 5, so kann diese 
Produkt fur ein magnetisches drug targeting von Zytostatika in 
der Tumortherapie eingesetzt werden. 

20 Beispiql 17 

Die gesamte Menge des Magnetit-Niederschlages von Beispiel 
l wird in eine LSsung von 45g u-Oxoethoxy-polyethylenglykol- 
silantriol (Molekulargewicht ca.1800) in 500 ml dest. Wasser 
gegeben und 5 min mit einem Ultraschalldispergator (100 W Lei- 

25 stung) dispergiert. Die entstehende Dispersion wird mit einem 50- 
kD-Filter gegen dest. Wasser dialysiert, urn iiberschiissige Stabi- 
lisatorsubstanzen zu entfernen. 

Die Abtrennung der nicht oder nur schwach agglomerierten 
superparamagnetischen EindomSnenteilchen , die eine stabile ma- 

30 gnetische Fliissigkeit bilden, erfolgt durch eine magnetische 
Sedimentation wie im Beispiel 4 beschrieben. Die superparamagne- 
tischen Teilchen haben einen mittleren Teilchendurchmesser von 
180 nm. 

Die nach diesem Beispiel hergestellten superparamagnetischen 
35 Teilchen sind fur viele Kopplungsreaktionen verwendbar, bei denen 
die Reaktivitat der Aldehydgruppe Anwendung finden kann. So z.B. 
fiir die Kopplung von aminogruppenhaltigen pharmakologisch wirk- 
samen Substanzen, wie Streptokinase oder Plasminogen-Strepto- 
kinase-Aktivator-Komplex. 
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Beispiel 18 

10 ml der Dispersion von Beispiel 17, mit einer magnetischen 
Sattigungsinduktion von 5 mT, werden mit 30 mg Anistreplase ge- 
mischt und 20 min bei Raumtemperatur stehengelassen. Das ent- 
stehende Produkt ist filr ein magnetisches drug targeting zur 
Auflosung von Blutgerinnseln geeignet. 
Beispiel 19: 

10 ml der Dispersion von Beispiel 17, mit einer magnetischen 
Sattigungsinduktion von 5 mT, werden mit 10ml einer 10 mg DOXORU- 
BICIN enthaltenden Lflsung gemischt und 30 min bei Raumtemperatur 
geschiittelt . Das entstehende Produkt ist fiir ein magnetisches 
drug targeting in der Tumortherapie anwendbar. 

Diese superparamagnetischen Teilchen sind fiir die magneti- 
sche Anreicherung in Tumoren geeignet und das tumorschadigende 
Zytostatikum kann in erhohter Konzentration auf den Tumor ein- 
wirken. Zusatzlich kann eine Tumors chadigung durch Hyperthermic, 
d.h. durch Einstrahlung elektromagnetischer Strahlung und Erwar- 
mung des Tumors vorgenommen werden. 

Magnetfelder kbnnen die Wirksamkeit der Immunstimulierung 
erhohen. 
Beispiel 20 

Die gesamte Menge des Magnetit-Niederschlages von Beispiel 
l wird in eine LSsung von 25 g einer Mischung aus 70 % Natriumsi- 
likat und 30 % Natriumaluminat in 500 ml Wasser gegeben und 10 
min mit einem Ultraschalldispergator (100W Leistung), unter 
Erwarmen auf 70 *C, dispergiert, Nach dem Neutralisieren der 
Dispersion mit verd. Salzsaure auf einen pH-Wert von 7, erfolgt 
die Abtrennung der nicht oder nur schwach agglomerierten superpa- 
ramagnetischen EindomMnenteilchen, die eine stabile magnetische 
Fltlssigkeit bilden, durch eine magnetische Sedimentation wie im 
Beispiel 4 beschrieben. Diese superparamagnetischen Teilchen sind 
als orales Kontrastmittel fiir den gastro-intestinalen Bereich 
anwendbar . 
Beispiel 21 

Die gesamte Menge des Magnetit-Niederschlages von Beispiel 
l wird in eine Lbsung von 20 g Natriumsalzes des Dextransul fates 
(Molekulargewicht 40.000) in 500 ml Wasser gegeben und 10 min mit 
einem Ultraschalldispergator (100 W Leistung), unter Erwarmen auf 
70 "C, dispergiert und die Abtrennung der nicht oder nur schwach 
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agglomerierten superparamagnetischen Eindomanenteilchen, die eine 
stabile magnetische Flttssigkeit bilden, erfolgt durch eine magne- 
tische Sedimentation wie im Beispiel 4 beschrieben. Diese super- 
paramagnetischen Teilchen sind als orales Kontrastmittel fur den 
5 gastro-intestinalen Bereich anwendbar. 

Die superparamagnetischen Teilchen kSnnen auch, gekoppelt 
mit Tensiden, Zellmembranen zerstoren und so eine Zellschadigung 
in vitro und in vivo hervorrufen. Als Tenside kfinnen z.B. No- 
nylphenol-polyethylenglykol-phosphat , Alkyl- oder Alkylaryl- 

10 polyethylenglykol-sulfate (Zahl der Ethylenoxidgruppen zwischen 
5 und 40) Anwendung finden. 

Urn eine magnetomechanische Immunstimulierung im Korper 
einzuleiten, werden magnetisierbare Leukozyten parenteral in den 
Korper gegeben und mit Hilfe von Magnetfeldern am Wirkungsort 

15 angereichert. Durch die magnetomechanischen KrMfte werden die 
magnetisierten Leukozyten , und hier vor alien Dingen die neutro- 
philen Granulozyten und Makrophagen, in den Hochendothel-Venolen 
angereichert, beschleunigt das Endothel durchdringen und in das 
Gewebe eindringen. Die Anreicherung der magnetisierbaren Leuko- 

20 zyten, z.B. im Tumorgewebe, kann zu dessen immunologischen Scha- 
digung fUhren. Vor alien Dingen dann, wenn eine magneto-mechani- 
sche SchSdigung der Tumorraembran durch die superparamagnetischen 
Teilchen eintritt und die Tumormembranbruchstucke von den be- 
nachbarten neutrophilen Granulozyten und Makrophagen phagozytiert 

25 werden. Die Ausbildung von Tumor -Antikorpem kann dann auch zur 
Schadigung von nicht behandelten Tumoren fiihren. 
Magnetfelder konnen die Wirksamkeit der Immunstimulierung erho- 
hen. 

Zur Herstellung eines magnetisierbaren Leukozytenkonzen- 
30 trates wird ein Leukozytenkonzentrat mit reaktiven superparama- 
gnetischen Teilchen gemischt und bei Raumtemperatur oder bei 
37 # C zur Reaktion gebracht. 
Bejgpjel g2 

100 ml Leukozytenkonzentrat werden mit 10 ml der Dispersion 
35 von Beispiel 6, mit einer magnetischen Sattigungsinduktion von 5 
mT, gemischt und 20 min bei 37* C stehengelassen . Das entstehende 
Produkt ist fiir ein magnetisches drug targeting zur Tumorschadi- 
gung einsetzbar. 

Eine magneto-mechanische Immunstimulierung kann z.B. auch 
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mit magnetisierbaren Viren, Bakterien, Pilzen, Tumorzellen Oder 
deren magnetisierbaren Oberf ISchenmolekiilen erfolgen. Die magne- 
tisierbaren Viren, Zellen oder deren Oberf lachenmolekiile konnen 
parenteral in den Korper gegeben werden, da sie dort vom retiku- 
5 loendothelialem System erkannt und von den Makrophagen und den 
neutrophilen Granulozyten gebunden und phagozytiert werden. Als 
Folge der Phagozytose werden Teile der Oberf lachenmolekiile als 
Komplex mit ebenfalls wiederverwendeten Glycoproteinen aus dem 
Haupt-Histokompatibilitatskomplex an die Oberflache der Makro- 

10 phagen zuriicktransportiert , wo sie von den T-Lymphozyten des 
Immunsystem tiberprUft, als Antigen erkannt* und die entsprechende 
Immunantwort gegen die Oberf lachenmolekiile aktiviert wird. Somit 
erfolgt eine Immunaktivierung des Korpers gegen die entsprechen- 
den Viren und Zellen. Magnetf elder konnen die Wirksamkeit der 

15 Immunstimulierung erhohen. 

So kann eine Immunisierung und Behandlung von schwer thera- 
pierbaren Viren-, Bakterien- oder Pilzerkrankungen ermoglicht 
werden . 

Die Herstellung magnetisierbarer Viren oder Zellen erfolgt 
20 durch einfaches Mischen derselben mit reaktiven superparamagne- 
tischen Teilchen, z.B. nach Beispiel 6. Durch Zugabe eines phar- 
makologisch annehmbaren TrSgers zur magnetisierbaren Mischung 
erhalt man eine pharmakologisch wirksame Zubereitung zur Immun- 
steigerung gegen Viren und Zellen. 
25 Die Herstellung magnetisierbarer Oberf lachenmolekiile von 

Viren, Bakterien oder Tumorzellen erfolgt durch einfaches Mischen 
dieser biologischen Teilchen mit den reaktiven superparamagneti- 
schen Teilchen und nachf olgender Blockierung der restlichen 
reaktiven Gruppen durch geeignete, physiologisch vertragliche 
30 Substanzen. So erfolgt z.B. das Blockieren der ttberschiissigen 
Aldehydgruppen der Stabilisatorsubstanz nach Beispiel 6, durch 
Zugabe einer 0,5 molare fithanolamin-hydrochloridlosung (pH 8,5) 
zur Teilchendispersion. Nach der Zerstorung der magnetisierten 
biologischen Teilchen mit Hilfe bekannter Auf schluBverf ahren, wie 
* 35 DruckaufschluB, mechanisches Zermahlen, osmotische Schockbehand- 
lung, werden die magnetisierten Oberf lachenmolekiile mit Hilfe 
eines Magnetf eldes aus der Auf schluBdispersion entfernt. Die 
Reinigung der magnetisierbaren Oberf lachenmolekiile erfolgt durch 
mehrmaliges Waschen und Abtrennen im Magnetf eld. Durch Zugabe 
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eines pharmakologisch annehmbaren Tragers zu den gereinigten 
magnetisierbaren Oberf lachenmolekiilen erhalt man eine pharmakolo- 
gisch wirksame Zubereitung zur Immunsteigerung gegen Viren und 
Zellen. 

5 Da die Magnetisierung der Viren, Bakterien, Pilze, Tumorzel- 

len und deren Oberf lachenmolekiile in vitro erfolgt, kann auch 
eine patientenspezifische Immunbehandlung erfolgen. Voraussetzung 
dafiir ist, dafi eine Isolierung oder Anreicherung der entspre- 
chenden Viren und Zellen aus dem Korper des Patienten erfolgt. 

10 Die superparamagnetischen Teilchen kSnnen auch, gekoppelt 

mit Tensiden, Zellmembranen zerstoren und so eine Zellschadigung 
in vitro und in vivo hervorrufen. Als Tenside k5nnen z.B. No- 
nylphenol-polyethylenglykol-phosphat , Alkyl- oder Alkylaryl- 
polyethylenglykol-sulfate (Zahl der Ethyl enoxidgruppen zwischen 

15 5 und 40) Anwendung finden. 

Das Hauptanwendungsgebiet der erfindungsgemafien superpara- 
magnetischen Teilchen liegt auf dem Gebiet des magnetischen drug 
targeting. Aufgrund der sehr hohen Anteiles an Magnetmaterial ( 
90 bis 98 Gew.-%) lassen sich schon kleine Magnetteilchen sehr 

20 gut und sehr schnell in bestimmte Regionen des Korper s mit Hilfe 
von elektromagnetischen oder Permanentmagnet-Feldern konzentrie- 
ren. Bei Kopplung von pharmakologisch wirksamen Substanzen an die 
superparamagnetischen Teilchen, kann deren Konzentration am 
Wirkungsort drastisch erhoht werden. Dieser Umstand hat fur die 

25 Krebstherapie besondere Bedeutung, da die zur Chemotherapie von 
Tumoren eingesetzten Substanzen sehr starke Nebenwirkungen auf 
den gesamten Organismus ausiiben und bei einer Anreicherung am 
Wirkungsort der ubrige Korper weniger stark mit Zytostatika 
belastet wird. 

30 Die superparamagnetischen Teilchen konnen durch Kopplung an 

Viren, Zellen und deren Oberf lachenmolekiilen zur Immunaktivierung 
im Korper eingesetzt werden, wobei die Einwirkung von Magnetfel- 
dern die Immunaktivierung untersttitzt. 

Die reaktiven superparamagnetischen Teilchen konnen auch zur 

35 in vitro Diagnostik eingesetzt werden, wenn auf der Oberf lache 
der Teilchen die entsprechenden diagnostischen Substanzen che- 
misch gebunden werden. Aufgrund der starken magnetischen Wechsel- 
wirkung mit Magnetfeldern, lassen sich auch sehr kleine superpa- 
ramagnetische Teilchen nach erfolgter diagnostischer Reaktion 
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leicht aus dem Reaktionsgeraisch wieder abtrennen. 

Die superpararaagnetischen Teilchen kSnnen auch als Kon- 
trastmittel fiir Kernspin-Diagnostik eingesetzt werden. 

Die Mengen an superparamagnetischen Teilchen liegen bei der 
Anwendung als Kontrastmittel fiir die MRI bei ca. 0,001 Vol-% des 
Blutvolumens, wenn die magnetische Sattigungsinduktion bei ca. 5 
mT liegt. 
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Patentanspriiche 

1. Superparamagnetische Teilchen, gekennzeichnet durch, 

5 (a) stabile, abbaubare Aggregate mit einer Teilchengrdfle im 
Bereich zwischen 10 und 1000 Nanometer mit definiertem Verhalten 
im Magnetfeld, wobei die Aggregate 

(b) aus mehreren kleinen superparamagnetischen Eindomanenteilchen 
aus Eisenoxid-, Eisenmischoxid- oder Eisen mit einer Teilchen- 

10 grofie im Bereich zwischen 3 und 20 Nanometer bestehen, die 

(c) auf ihrer Oberflache Substanzen der Gruppe der phosphat-, 
diphosphat-, carboxylat-, polyphosphate, thiophosphat- , phospho- 
nat-, thiophosphonat- , sulfat-, sulfonat-, mercapto-, silantriol- 
, trialkoxysilangruppenhaltigen Polyalkylenglykole, der Kohlehy- 

15 drate oder der phosphatgruppenhaltigen Nucleotide, deren Oligo- 
mere oder deren Polymere chemisch gebunden tragen, die weitere 
Bindungsstellen haben kSnnen. 

2. Superparamagnetische Teilchen nach Anspruch 1, dadurch ge- 
20 kennzeichnet, dafi die TeilchengroBe der superparamagnetischen 

Eindomanenteilchen (b) im Bereich von 3 bis 20 nm liegt und die 
TeilchengrSfie der superparamagnetischen Aggregate (a) im Bereich 
von 10 bis 1000 nm. 

25 3. Superparamagnetische Teilchen nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die superparamagnetischen Eindomanenteilchen 
(b) aus Y-Fe 2 0 3 , Fe 3 0 A , aus den Eisenmischoxiden der allgemeinen 
Formel MO-Fe 2 0 3 , worin M die zweiwertigen Metallionen Fe, Mg, Be, 
Mn, Zn, Co, Ba, Sr, Cu oder Gemische davon bedeuten, aus den 

30 Mischoxiden der allgemeinen Formel mFe 2 0 3 * nMe 2 o 3 , worin Me die 
dreiwertigen Metallionen Al, Cr, seltene Erdmetalle oder Gemische 
davon bedeuten, oder Eisen bestehen. 

4. Superparamagnetische Teilchen nach einem der AnsprUche 1 bis 
35 3, dadurch gekennzeichnet, dafi die Substanzen (c) ausgewahlt sind 
unter 

(i) den Verbindungen der allgemeinen Formel 
X - R - A - B 

worin X eine funktionelle Gruppe darstellt, ausgewahlt aus der 
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Alkoxy-, Monolkyl amino-, Dialkylamino- , Trialkylamino- und Al- 
kylthiogruppe, bei denen die Zahl der Kohlenstof f atome im Al- 
kylteil dieser Gruppen im Bereich von 1 und 4 liegt, oder eine 
funktionelle Gruppe darstellt, ausgewahlt unter der Hydroxyl-, 
5 Amin-, Aldehyd-, Dime thy lacetal-, Diethylacetal Epoxy-, Thiol- > 
, Carboxy-, 4 ,6-Dichlortriazin-, Hydroxamsaure- , Isocyanat-, Acy- 

lazid-, Anhydrid-, Diazoniumsalz-, Iminocarbonat- und Toluol- 
sulf onatgruppe ; 
R fehlt oder 

10 R ist ein Polyalkylenglykol , ein mit Wasser mischbarer Polypro- 
pylenglykolrest oder ein mit Wasser mischbarer Block-Copolyme- 
risatrest aus Polyethylenglykol (PEG) und Polypropylenglykol 
(PPG), ausgewahlt unter den Block-Copolymerisaten 

(PEG) a -(PEG) b , (PEG) a -(PPG) b -(PEG) a , (PPG) b -(PEG) a -(PPG) b 

15 wobei a eine positive ganze Zahl im Bereich von 1 bis 100 und b 
eine positive ganze Zahl im Bereich von l bis 20 darstellt; 
n ist eine positive ganze Zahl, ausgewahlt fiir PEG im Bereich von 
4 bis 300, fflr PPG im Bereich von 3 bis 12 und fur PEG- 
PPG-Block-copolymerisat im Bereich von 3 bis 140; oder 

20 R ist ein Kohlehydratrest, ausgewahlt aus den Monosacchariden 
Glucose, Fructose, Ribose, Desoxyribose , Inosit, aus den Oligo- 
sacchariden Saccharose, Raffinose, Gentianose, Malecitose, Sta- 
chyose, Verbascose, aus den Polysacchariden Starke, Lichenine, 
Glykogen, Dextrine, Dextrane, Inuline, Fruktosane, Lavane, Man- 

25 nane, Galaktane, Xylane, Arabane, Pektine, Makropolysaccharide , 
Glycoproteide, aus Polyuridenylsaure, Polyglucuronsaure, Poly- 
galacturonsaure, Polymannuronsaure und/oder AlginsSure bestehen; 
A fehlt oder 

A ist eine Alkyl-, Alkoxy-, Acyl-, Acylamin-, Alkylamingruppe , 
30 bei denen die Zahl der Kohlenstof f atome der Alkoxy-, Acyl-, 
Acylamin-, Alkylgruppe im Bereich von 1 bis 4 liegt; 
B ist ein phosphorhaltiger Rest, ausgewahlt unter Monophosphat, 

r Diphosphat, Polyphosphat , Phosphonat, Thiophosphat , Thio- 

phosphonat, oder ein carboxylat-, sulf at-, sulfonat-, mercapto-, 

0 35 silantriol-oder trialkoxysilanhaltiger Rest; 

(ii) den phosphatgruppenhaltigen Nucleotiden Mono-, Di-, Tri — 
phosphorsaureester oder Mono-, Di-, Tri-phosphorsaureester- 
chloriden von Adenosin, Guanosin, Cytidin, Uridin, Thymidin, 
Desoxyadenosin , Desoxyguanosin , Desoxycytidin , Desoxy thymidin , 
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Inosin, Pyrimidin, Cytosin, Uracil, Thymin, Purin, Adenin, Gua- 
nin , Methylcytosin , 5-Hydroxymethyl -cytosin , 2-Methyladenin , 
l-Methylguanin, Thiamin, Flavin, Riboflavin sowie Pyridoxal- 
phosphat , Pyridoxaminphosphat , Ribonucleinsaure , Ribonuclein- 
sauresequenzen , Desoxyribonucleinsauren , Desoxyribonucleinsau- 
resequenzen; 

(iii) den silica tgruppenhaltigen Verbindungen der Orthokiesel- 
saure und deren Kondensationsprodukte; und /oder 

(iv) X-R-A-B ist Mercaptopurin , -cytosin, -guanin, -uracil, 
-thymin, -hypoxanthin , sowie deren Mercapto-nucleoside und deren 
Mercapto-desoxynucleoside ; 

(v) X- R -A - B ist ein Polyaminokohlehydrat . 

5. Superparamagnetische Teilchen nach einem der Anspriiche 1 bis 
4, dadurch gekennzeichnet , dafi an die superparamagnetischen 
Teilchen 

(i) eine gewebespezifische Bindungssubstanz aus der Gruppe der 
Antigene, Antikorper, Ribonucleinsauren, Desoxyribonucleinsau- 
ren, Ribonucleinsauresequenzen, Desoxyribonucleinsauresequenzen, 
Haptene, Protein A, Protein G, Endotoxin -bindende Proteine, 
Lectine, Selectine; 

(ii) eine pharmakologisch wirksame Substanz aus der Gruppe der 
Antituraorproteine , Enzyme , Antitumor enzyme , Antibiotika , Pf lan- 
zenalkaloide , Alkylierungsreagenzien , Antimetaboliten , Hormone 
und Hormonantagonisten, Interleukine, Interferone, Wachstums- 
faktoren, Tumornekrosef aktoren , Endotoxine, Lymphotoxine , Uro- 
kinase , Streptokinase , Plasminogen-Streptokinase-Aktivator-Kom- 
pi ex , Gewebe-Plasminogen-Aktivatoren , Desmodus-Plasminogen-Ak- 
tivatoren , Makrophagen-Aktivierungskorper , Antisera , Protease- 
ninhibitoren und/oder radioakiven Phosphor 3Z P enthaltene Sta- 
bilisatorsubstanzen, Tenside; 

(iii) pharmakologisch wirksame Zellen aus der Gruppe der Orga- 
nelles Viren, Mikroben, Algen, Pilze, insbesondere Erythrozyten , 
Thrombozyten , Granulozyten , Monozyten , Lymphozyten und/oder 
Langerhans ' sche Inseln; 

(iv) pharmakologisch wirksamer Komplexbildner aus der Gruppe der 
Polycarbonsauren, Aminocarboxylsauren, Porphyrinen, Katecholami- 
ne; 

(v) phosphat- oder phosphonatgruppenhaltige Arzneimittel ; und/- 
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oder 

(vi) zellfusionvermittelnde Substanzen chemisch gebunden sind. 

6. Verfahren zur Herstellung superparamagnetischer Teilchen gemaB 
Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , daB die superparamagnetischen 
Eindomanenteilchen (b) durch Fallung aus waBrigen Eisensalzlosun- 
gen mit Alkalilauge oder Ammoniakwasser im pH-Bereich von 8,0 bis 
10,0 hergestellt, mit einer Saure auf einen pH-Wert zwischen 3 
und 7 eingestellt und bei einer Tempera tur im Bereich von 50 bis 
120 "C und gegebenenfalls erhShtem Druck in diesem pH- und Tempe- 
raturbereich zur Aggregation gebracht, in an sich bekannter Weise 
gereinigt und mit 20 bis 50 Gew.-% organischer Substanz (c) 
versetzt und in an sich bekannter Weise gereinigt und gegebenen- 
falls noch mit pharmakologisch oder diagnostisch wirksamen Sub- 
stanzen in an sich bekannter Weise gekoppelt werden, 

7* Pharmakologisch wirksame Zubereitung, bestehend aus einem 
pharmakologisch annehmbaren Trager und superparamagnetischen 
Teilchen nach Anspruch 1 mit einer TeilchengrdBe im Bereich 
zwischen 10 und 1000 nm, gegebenenfalls in Verbindung mit einer 
gewebespezif ischen Bindungssubstanz , einer pharmakologisch 
wirksamen Substanz, einer pharmakologisch wirksamen Zelle, einem 
pharmakologisch wirksamen Komplexbildner , einem Arzneimittel oder 
einer zellfusionsvermittelnden Substanz der in Anspruch 5 genann- 
ten Gruppen. 

8. Verwendung einer pharmakologisch wirksamen Zubereitung nach 
Anspruch 7 zur Tumors chadigung und Immunsteigerung, wahlweise 
unter Einwirkung von Magnetf eldern. 
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(57) Abstract 


New superparamagnetic particles useful in medicine for destroying tumors, increasing immunity and diagnosing conditions are 
disclosed. For that purpose, very small superparamagnetic single-domain particles are aggregated and protected against further aggregation 
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stable, decomposable aggregates with a particle size in a range between 10 and 1000 nanometres and a denned behaviour in a magnetic field. 
The aggregates consist of several small superparamagnetic single- domain particles of iron oxide, iron mixed oxide or iron, with a particle 
size in a range between 3 and 20 nanometres, bearing on their surface chemically bound organic substances from the group comprising the 
phosphate, diphosphate, polyphosphate, thiophosphate, phosphonate or group containing polyaUcylene glycols, phosphate group containing 
nucleotides, their oligomers or polymers, as well as phosphate group containing carbohydrates, which may present further binding sites. 
Both the new disclosed superparamagnetic aggregates and reactive stabilizer substances may be active substances. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betriftt neue superparamagnetische Teilchen, die in der Medizin zur Tumorschadigung, Immunsteigerung und 
Diagnostik eingesetzt werden k5nnen. ErfindungsgemaB erreicht man dies, indem sehr kleine superparamagnetische Eindomanenteilchen 
zur Aggregation gebracht werden und durch eine chemische Bindung von reaktiven Stabilisatorsubstanzen auf der Oberflache der 
superparamagnetic hen Teilchen vor einer weiteren Aggregation geschiitzt werden. Die neuen Teilchen bestehen daher aus stabilen, 
abbaubaren Aggregaten mit einer TeilchengroBe im Bereich zwischen 10 und 1000 Nanometer mit definiertem Verhalten im Magnetfeld, 
wobei die Aggregate aus mehreren kleinen superparamagnetische n Eindomanenteilchen aus Eisenoxid, Eisenmischoxid oder Eisen mit einer 
TeilchengroBe im Bereich zwischen 3 und 20 Nanometer bestehen, die auf ihrer Oberflache organische Substanzen der Gruppe der phosphat- 
, diphosphat-, polyphosphat-, thiophosphat-, phosphonat- oder thiophosphonatgruppenhaltige Polyalkylenglykole, phosphatgruppenhaltige 
Nucleotide, deren Oligomere oder deren Polymere sowie phosphatgruppenhaltige Kohlehydrate chemisch gebunden tragen, die weitere 
Bindungsstellen haben konnen. Es konnen sowohl die neuen superparamagnetische n Aggregate als auch die reaktiven Stabilisatorsubstanzen 
im erfindungsgemaBen Sinne wirksame Substanzen sein. 
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Rechcrchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehorende VeroiTcntiichungen, soweit dicse un 

ter die recherchierten Gehictc fallen 


Wahrend der internabooalcn Recherche konsulhcrtc elektronischc Datenbank (Name dcr Datenbank und evtl. verwendcte SuchbegriHe) 


C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 


(Categoric* Bczeichnung der Veroffcntlichung, soweit erforderlich unter Angabe dcr in Bctracht kommenden Teile 


Betr. Anspruch Nr. 


WO, A, 90 01899 (ADVANCED MAGNETICS) 8. Marz 
1990 

siehe Zusammenfassung 
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E" al teres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem international en 
Anmcldedatum verdflentlicht worden ist 

V VcroiTentlichung, die gerignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
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BemerkungrObwohl der Anspruch 8 sich auf e1n Verfahren zur Behandlung des 

menschl 1chen/t1er1schen Koerpers bezleht, wurde die Recherche durchgefuehrt 
und gruendete sich auf die angefuehrten Wlrkungen der Verblndung und Zusam- 

weil sie sich auf Teile der internauonalen Anmeidung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
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3. | | Anspruche Nr. 

weil es sich dabei urn abhangige Anspruche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaflt sind. 


Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einhertlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt I) 
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internauonale Recherchen bericht auf alle recherchierbaren Anspruche der internationalen Anmeidung. 
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Gebuhr aufgefordert. 
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